Background and Purpose-Acute ischemic stroke in humans is associated with profound alterations in the immune system. Hallmarks of this stroke-induced immunodepression syndrome are: lymphocytopenia, impairment of T helper cell and monocyte function. We studied which stroke-specific factors predict these immunologic alterations and subsequent infections. Methods-Leukocyte/lymphocyte subsets were assessed serially by white blood cell count and fluorescence-activated cell sorter analysis in ischemic stroke patients (nϭ50) at baseline, day 1, and day 4 after stroke onset and compared to an age-matched control group (nϭ40). Concomitantly, monocytic human leukocyte antigen-DR expression and the in vitro function of blood monocytes measured by the production of tumor necrosis factor-␣ upon stimulation with lipopolysaccharide were assessed. Associations of these immunologic parameters with stroke specific factors (National Institutes of Health Stroke Scale, infarct size) were explored. Multivariable logistic regression analysis was applied to identify early predictors for poststroke respiratory and urinary tract infections. Results-Infarct volume was the main factor associated with lymphocytopenia on day 1 and day 4 poststroke. Particularly, blood natural killer cell counts were reduced after stroke. Monocyte counts increased after ischemia paralleled by a profound deactivation predominantly after extensive infarcts. Reduced T helper cell counts, monocytic human leukocyte antigen-DR expression, and monocytic in vitro production of tumor necrosis factor-␣ were associated with infections in univariate analyses. However, only stroke volume prevailed as independent early predictor for respiratory infections (OR 1.03; CI 1.01 to 1.04). 
A cute ischemic stroke is associated with a variety of serious medical complications which independently predict worse outcome. 1 Particularly common complications are pneumonia and urinary tract infections. 2, 3 Recent studies suggest a stroke-induced severe depression of systemic immunity rendering patients susceptible for infections. 4, 5 This strokeinduced immunodepression (SIDS) affects both innate and adaptive immunity. 6 -8 Hallmarks of SIDS in humans appear to be (1) lymphocytopenia, (2) functional deactivation of T helper (Th) cells, and (3) functional deactivation of monocytes. 6 -8 Infarct size was predictive for poststroke infections 9, 10 and inversely correlated with admission and poststroke (day 2) T cell and cytotoxic T cell (CTL) counts in one study. 8 However, in another study no significant association between infarct volume as dichotomous variable (cutoff 20 mL) and serial T cell counts was found from baseline through day 6. 6 Because of these inconsistencies we analyzed associations of infarct size and serial blood leukocyte subset measurements.
Furthermore, we investigated the association of stroke size and human leukocyte antigen (HLA-DR) expression, which is a marker for the activation status of blood monocytes. 11 Interrelations might be of clinical significance because reduced poststroke HLA-DR expression levels on monocytes were associated 6, 7, 12 and even independently predictive (measured on day 1 [d1] poststroke) for subsequent infections. 13 Moreover, other immunologic parameters like d1 relative lymphocyte and absolute Th cell counts 7 as well as admission tumor necrosis factor-␣ (TNF-␣) expression after in vitro stimulation of whole blood specimens with lipopolysaccharide (LPS) 6 were proposed as independent predictors for poststroke infections. Hence, we performed multivariable regression analyses to find independent early predictors for the development of poststroke infections in our data.
Materials and Methods
All study procedures were performed after obtaining informed consent according to a protocol approved by the independent local ethics committee of the Medical Faculty of the University Heidelberg. Fifty patients with acute ischemic stroke and symptom onset of less than 12 hours (h) were enrolled. Control individuals (nϭ40) were patients scheduled to undergo elective cataract surgery without history of stroke, myocardial infarction, or peripheral artery disease. Patients with clinical signs of infection on admission, minor stroke (National Institutes of Health Stroke Scale [NIHSS] Ͻ3), and known immunologic diseases were excluded. Clinical diagnosis of an ischemic stroke was confirmed by CT or MR imaging. Blood was obtained from patients on admission (mean 6.5; SEM 0.7 hour), day 1 (28.7Ϯ1.1 hour), and day 4 (105Ϯ3.4 hours). All patients received follow-up CT/MR imaging within 24 to 36 hours after admission (CT nϭ33, MRI nϭ17). Infection was defined by the combination of the following 2 criteria during in-hospital stay: (1) presence of suggestive clinical and laboratory or radiological signs of infection (eg, urinary tract symptoms, productive cough, pleuritic pain, dyspnea, tachypnea, fever, cultures positive for a pathogen, leukopenia [Ͻ4/L] or leukocytosis [Ͼ12/L], chest X-ray infiltrate); (2) serum C-reactive protein of more than 50 mg/mL.
CT images were acquired on a multislice CT-scanner Siemens Medical Systems) . MR images were acquired using a 1.5 or 3 Tesla scanner (MR-Symphony, MR-TRIO, Siemens Medical Systems). 24-to 36-hour follow-up imaging (CT/MRI) was used to assess ischemic lesion volumes (OSIRIS 4.19, University Hospital Geneva) . Because a definition for small and large infarcts does not exist, the infarct volume median (36.9 mL) was used to dichotomize the stroke cohort.
Standard laboratory differential white blood cell counts were used to assess leukocyte subsets. Lymphocyte subsets were determined by fluorescence-activated cell sorter analysis on a FACScalibur (Becton Dickinson) using a CD45-gating 3-color approach 14 with the following antibodies: CD3-FITC, CD4-PE, CD8-PE, CD19-PE, CD-56-PE, CD45PE-Cy5 (Becton Dickinson). Absolute subset counts were calculated by multiplication with the absolute number of lymphocytes. Quantitative HLA-DR expression analysis was performed using the QuantiBRITE Anti-HLA-DR-PE/Anti-Monocyte-PerCPCy5.5 kit according to the manufacturer's instructions (Becton Dickinson). In vitro stimulation of monocytes was performed on whole blood specimens within 2 hours after collection with 100 ng/mL highly purified lipopolysaccharide from Salmonella minnesota (HL63, smooth form, obtained from U. Seydel, Borstel) for exactly 24 hours at 37°C/5%CO 2 and measuring secretion of TNF-␣ in cell-free supernatant by ELISA (OptEIA, BD Pharmingen).
Statistical analysis was performed using SPSS-statistical package 17.0, Stata9, and MATLAB 7.0 for Windows. Serial leukocyte subset counts and HLA-DR expression were analyzed using general linear models. First, an overall F-statistic was performed including main effects and interactions. Two-sided probability values of Ͻ0.05 were regarded as significant. Exclusively for significant main effects/interactions post hoc tests of main and simple main effects were performed including correction methods for multiple testing (Bonferroni, Dunnett's T3) as appropriate relating to homogeneity of group variances. Multivariable logistic regression was applied to analyze predictor variables for infections. Variable selection was performed by a combined stepwise forward/backward approach. Covariates included for selection were: d1 Th cell counts, d1 relative lymphocyte counts, d1 absolute HLA-DR expression on monocytes, NIHSSS on admission, infarct volume, infarct side, infarct location (cortical/subcortical), age, and sex. Age and sex were forced to stay in the final model. For the covariates NIHSSS and stroke volume odds ratios (OR) apply per NIHSSS point and ml.
Results

Patients
Fifty patients with acute ischemic stroke were enrolled. Stroke localization was: left middle cerebral artery (nϭ17), right middle cerebral artery (nϭ23), total left anterior circulation (nϭ2), total right anterior circulation (nϭ2), left anterior cerebral artery (nϭ1), and vertebrobasilar circulation (nϭ5). According to the TOAST criteria, 15 stroke etiology was: cardioembolism in 50%, large-artery atherosclerosis in 14%, artery dissection in 6%, unknown in 30%. Sample group characteristics are summarized in the Table.
Dynamics of Blood Leukocyte and Lymphocyte Subset Counts After Acute Ischemic Stroke
Compared to controls, neutrophil counts in the stroke group were elevated at baseline and d1 ( Figure 1A) . No significant poststroke alterations in lymphocyte counts were observed, neither comparing groups nor comparing single visits within the stroke cohort ( Figure 1B ). No differences between groups were obvious for monocyte counts. However, within the stroke group monocyte counts were higher on d1 and d4 compared to baseline ( Figure 1C ). Basophil counts were lower on d1 poststroke compared to control individuals ( Figure 1D ). Eosinophil and platelet counts did not change significantly after stroke ( Figure 1E and 1F) . Mean cell 
Hug et al Infarct Volume Affects Leukocyte Subsets and Predicts Infection
counts of all leukocyte subsets in the control and stroke (all visits) group were within reference ranges.
Comparing lymphocyte subsets between control individuals and stroke patients, only natural killer (NK) cell counts were significantly different with lower values on d1 and d4 ( Figure 2B ). Within the stroke group no significant alterations between single visits were evident. However, a general trend toward lower subset counts particularly on d1 after stroke onset was observed. Mean cell counts of all lymphocyte subsets in the control and stroke (all visits) group were within reference ranges.
Stroke Severity Affects Leukocyte Subset Counts and Predicts Infection
During the in-hospital stay (6 days [interquartile range, IQR] 4 to 11), 36% and 14% of patients developed respiratory and urinary tract infections, respectively. Baseline NIHSSS was higher in patients with infections (16 [IQR 13 to 19] Figure IA , available online at http://stroke.ahajournals.org). In contrast, neither baseline NIHSSS nor stroke volume was independently predictive for subsequent urinary tract infections.
With stroke volume being the most accurate early predictor for subsequent respiratory infections in our data we investigated its impact on leukocyte subsets. For this analysis stroke volume was dichotomized (small/large) using the median infarct volume as group separator with 82% sensitivity and 79% specificity for the prediction of all subsequent infections (supplemental Figure IB) .
The increment of neutrophil counts on d1 was pronounced in the large infarct cohort and persisted-differently from the small infarct group-on d4. Moreover, neutrophil counts within the large infarct cohort increased from baseline to d1, reaching mean counts above the upper reference value (Figure 3A) . Infarct volume had no significant influence on monocyte counts ( Figure 3B ). Infarct size was associated with lower lymphocyte counts in the large compared to the small infarct cohort on d1 and d4 ( Figure 3C ). B cell counts were lower in patients with large infarcts early at baseline and on d4 ( Figure 3D ). T cell counts on d4 were lower in the large compared to the small infarct cohort ( Figure 3E ). The significant reduction of NK cell counts on d1 and d4 was pronounced in the large infarct group ( Figure 3F ). Yet, Figure 1 . Leukocyte subset counts in stroke patients (dark bars) and controls (bright bars). Neutrophil counts were elevated at baseline and day 1 (A). No differences in total lymphocyte counts were evident (B). Monocyte counts were not different between groups, however they increased over time in stroke patients (C). Basophils were reduced on day 1 (D). Eosinophils and platelets were largely unaffected (E and F). Bars represent mean counts/nl bloodϮSD. Significant differences are indicated by crosslines (PϽ0.05). Local laboratory reference ranges within dashed lines.
significance was missing most likely because of limitations in statistical power (see Figure 2B for main effects).
Stroke-Associated Increase in Monocyte Counts Is Accompanied by Deactivation of Monocytes
In contrast to the poststroke rise in monocyte counts the activation status of monocytes-as measured by HLA-DR expression-declined. Compared to controls, HLA-DR expression from baseline through d4 showed a substantial reduction in the large and to a lower extent in the small infarct cohort ( Figure 4A ). Within the large infarct group HLA-DR expression on d4 was even lower compared to baseline. Moreover, on d1 and d4 the HLA-DR expression was lower in the large compared to the small infarct group. Analyzing the association of HLA-DR expression and elapsing time from stroke onset we observed a rapid HLA-DR expression drop with accentuation in the large infarct cohort ( Figure 4B ). To evaluate whether reduced HLA-DR values were associated with infections, receiver-operator characteristic (ROC) curve analysis was applied suggesting the most accurate classification of infections (sensitivity/specificity of 86/83%) using 9000 HLA-DR molecules/monocyte and a poststroke time window of more than 24 hours ( Figure 4C ). The deactivation of monocytes translated into a decreased in vitro response upon stimulation with LPS measured by TNF-␣ secretion from baseline through day 4 ( Figure 4D ). Moreover, on d4 TNF-␣ release was lower in the large compared to the small infarct cohort.
Discussion
Previous studies in humans suggest an immunodepression syndrome after acute ischemic stroke which mainly affects lymphocyte counts, Th cell function, and the activation status of monocytes. 6 -8,12,13 Moreover, immunologic parameters like the reduced in vitro production of TNF-␣ upon stimulation with LPS on admission, 6 reduced relative lymphocyte and Th cell counts on d1 after stroke, 7 and a reduced HLA-DR expression on blood monocytes on d1 poststroke 13 were proposed as independently predictive for subsequent infections.
In contrast to previous studies no significant poststroke reduction in total lymphocyte counts was evident in our stroke group. However, stroke size as measured by the infarct volume on 24-to 36-hour follow-up CT/MR imaging was significantly associated with reduced lymphocyte counts after adjusting for age, sex, and visit (data no shown), suggesting an inverse relation between stroke volume and lymphocyte counts. Confirmatory, dichotomizing our stroke cohort based on infarct volume revealed reduced lymphocyte counts on d1 and d4 as well as reduced Th cell counts on d4 in the large infarct group. Hence, our data strongly suggest an inverse association of infarct volume and lymphocyte counts which is in contrast to a previous finding (eg, that Th cell counts are not inversely correlated with infarct volume). 7 Respecting an inverse association of infarct volumes and lymphocyte counts, the absent poststroke lymphocytopenia in our data could be caused by overall smaller infarcts in our stroke 
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cohort. However, the median infarct volume in our study population (36.9 mL) was within the range of previous reports (172 mL, 7 20.5 mL 8 ). Thus, our data suggest that among others (e. g. stroke severity) infarct volume is one precipitator of stroke-induced lymphocytopenia. Hemispheric lateralization and cortical versus subcortical location had no independent effect on lymphocyte counts after controlling for infarct volume consistent with a recently published experimental study. 16 Another explanation for the missing strokeinduced lymphocytopenia in our data might be the relatively low lymphocyte counts in our control group (1.58/nl) compared to 2/nl in other studies. 7 In contrast to previous findings 6 -8 there was no evidence for a very early lymphocyte decrease at baseline; different timing of baseline sampling among studies (ie, delayed or earlier baseline sampling may have led to a more pronounced lymphocytopenia) might account for this. Our mean time window for baseline sampling was 6.5 hours. In one study 72% of patients were sampled within 4 hours. 8 For 2 other studies exact time windows were not reported (Ͻ12 hours, 7 Ͻ22 hours 6 ).
Contrary to previous reports, 6, 7 lymphocytopenia was most evident in the NK cell subset in the present study. This is in accordance with preclinical data where reduced NK cell counts rendered mice susceptible to septicemia. 17 Moreover, we could not find an early reduction of B cell counts in the whole stroke group. 8 Rather, infarct volume inversely correlated with B cell counts at baseline and d4.
Our data do not confirm a recent report in which d1 relative lymphocyte and absolute Th cell counts were independent predictors for infections (after controlling for stroke severity and infarct volume 7 ). Another proposed predictor for poststroke infections was the reduced in vitro production of TNF-␣ on admission. We observed a clear reduction of the in vitro TNF-␣ release between patients and controls. However, baseline differences between infection and noninfection cohorts were not evident. Another proposed independent and early predictor of poststroke infections was the reduced level of d1 HLA-DR expression on blood monocytes. 13 In univariate analysis we could confirm reduced d1 levels of HLA-DR expression in patients with subsequent infections. However, controlling for infarct size set off this association. Between d1 and d4 reduced HLA-DR levels were clearly and independently (d4) associated with poststroke infections. Meanwhile in our data, the best early predictor for poststroke infections was infarct volume.
Conflicting results exist regarding poststroke monocyte counts. 6, 7, 18, 19 Corroborating 3 previous reports we observed an increase of monocyte counts after stroke. 7, 18, 19 However, monocyte counts were not different between the control and stroke group. Furthermore, poststroke monocyte counts were mainly unaffected by infarct volume while monocyte activation was strongly reduced in large infarcts. This suggests monocyte count increments a more general poststroke feature, whereas monocyte deactivation, which translated into a Figure 3 . Associations between infarct volume and leukocyte subset counts. The stroke cohort was dichotomized into a small (dim bars) and large (dark bars) infarct cohort. Controls (bright bars). The increment of neutrophil counts on day 1 was pronounced in the large infarct cohort and persisted-differently from the small infarct group-on day 4 (A). Monocyte counts increased over time largely unaffected by infarct size (B). Infarct volume was inversely associated with lymphocyte counts on day 1 and 4 (C). B cell counts at baseline and day 4 were lower in the large infarct group (D). T cell counts on day 4 were lower in the large infarct cohort (E). NK cell counts were not different between infarct size groups (F). Bars represent mean counts/nl bloodϮSD. Significant differences are indicated by crosslines (PϽ0.05). Reference ranges 20 within dashed lines.
reduced capacity to respond to LPS stimulation, was observed in patients with larger infarct volumes.
A limitation of our study is the limited size of patient and control groups, although the control group was relatively large compared to previously published reports (nϭ40 versus 30, 6 14, 7 and 12, 8 respectively) . A large and closely matched control group appears relevant because leukocyte subset as well as HLA-DR values spread widely within reference ranges. Ischemic stroke patients are a heterogenous population. Hence, stroke type as well as associated risk factors could contribute to immunologic alterations, which are particularly relevant regarding our moderate sample size. An additional limitation of our study were the different follow-up imaging techniques (MRI/CT) that were applied to measure infarct volume. Finally, another limitation is the short-term follow-up period, which does not allow correlations of long-term clinical outcome with infarct volume, immunologic alterations, and infection status.
In summary, our study identifies infarct volume as a major determiner of the extent of postischemic lymphocytopenia and monocyte dysfunction, which are markers of susceptibility to infection. Because it is the most consistent early predictor for the manifestation of poststroke infections, infarct size can serve to identify patients at high risk for infectious complications.
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None. Figure 4 . HLA-DR expression on monocytes. The stroke group was dichotomized in small (dim bars) and large infarcts (dark bars). Controls (bright bars). HLA-DR expression decreased over time accentuated in the large infarct cohort (A and B). Bars represent means ϮSD. Significant differences are indicated by crosslines (PϽ0.05). The difference between the control group and all stroke/infarct size combinations for all time points was significant (PϽ0.05) and is not marked by crosslines. The reduction of HLA-DR expression occurred rapidly (B). Applying 9000 HLA-DR molecules/monocyte as group separator and an elapsed time of at least 24 hours from stroke onset ROC curve analysis revealed 86% sensitivity and 83% specificity for the correct classification of infections (C). Monocytes of stroke patients exhibited substantially lower in vitro responses upon LPS stimulation from baseline through day 4 measured by TNF-␣ release (PϽ0.05 all patients vs controls; D). TNF-␣ release on day 4 was lower in the large (open symbols) compared to the small infarct cohort (closed symbols).
Разнообразные тяжелые осложнения ишемичес-кого инсульта (ИИ) являются независимыми пре-дикторами наступления неблагоприятного исхода [1] . Чаще всего у пациентов с ИИ развиваются пнев-мония и инфекции мочевыводящих путей [2, 3] . Результаты последних исследований свидетельству-ют о том, что после инсульта развивается выражен-ная иммуносупрессия -причина развития инфек-ционных заболеваний [4, 5] . При этом страдает как врожденный, так и приобретенный иммунитет [6, 8] . Отличительными признаками иммуносупрессии после инсульта являются лимфоцитопения, сниже-ние активности Т-хелперов и моноцитов [6, 8] .
Некоторые авторы считают, что предиктором раз-вития инфекционных осложнений инсульта явля-ется объем очага инфаркта мозга [9, 10] , а число T-лимфоцитов и цитотоксических T-лимфоцитов на момент поступления и на 2-й день от начала инсуль-та обратно пропорционально объему очага инфаркта. Однако в другом исследовании статистически значи-мой связи между объемом очага инфаркта в качест-ве дихотомической переменной (пороговое значе-ние составляло 20 мл) и содержанием T-лимфоцитов на протяжении 6 дней после инсульта не было [6] . Учитывая эти противоречия, мы изучали связь между размером очага инфаркта мозга и изменением содер-жания различных субпопуляций лейкоцитов в разные моменты времени. Кроме того, мы изучали взаимо-связь между размером очага инфаркта и экспрессией HLA-DR, являющейся маркером активности моно-цитов [11] . Эта взаимосвязь является клинически значимой, поскольку уменьшение экспрессии HLA-DR на моноцитах после инсульта было связано с раз-витием инфекционных осложнений [6, 7, 12] и даже являлось независимым предиктором их развития (при оценке экспрессии HLA-DR в 1-й день от начала инсульта) [13] . Кроме того, к другим независимым предикторам развития инфекционных осложнений после инсульта можно отнести следующие иммуно-логические показатели: относительное число лимфо-цитов и абсолютное число T-лимфоцитов в 1-й день после инсульта [7] , а также уровень экспрессии фак-тора некроза опухоли α (ФНО-α) при поступлении, при оценке in vitro после стимуляции цельной крови липополисахаридом [6] . Таким образом, с целью выявления независимых ранних предикторов разви-тия инфекционных осложнений после инсульта мы провели многофакторные регрессионные анализы. 
Предпосылки и цель исследования. При остром ишемическом инсульте (ИИ) в организме человека происходят серьезные нарушения в иммунной системе. Отличительными признаками иммуносупрессии при ИИ являются лимфоцитопения, нарушение функции T-хелперов и моноцитов. Целью исследования было определение факторов, оказывающих влияние на иммунологические нарушения и развитие инфекционных осложнений. Методы. Содержание субпопуляций лейкоцитов и лимфоцитов у пациентов с ИИ (n=50) мы определяли методами подсчета лейкоцитарной формулы и клеточного сортинга с активированной флуоресценцией при включении в исследование, а также в 1-й и 4-й дни от начала инсульта. Полученные результаты сравнивали с результатами лиц контрольной группы (n=40), возраст которых совпадал с возрастом участников основной группы. Одновременно с этим мы оценивали экспрессию моноцитарного главного комплекса гистосовместимости класса DR (HLA-DR) и функционирование моноцитов in vitro с помощью определения продукции фактора некроза опухоли α (ФНО-α) в ответ на стимуляцию липополисахаридом. Таким образом, мы изучали взаимосвязь этих иммунологических показателей со специфическими характеристиками инсульта, такими как оценка неврологического дефицита по шкале National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) и об�ем очага инфаркта мозга. Для выявления ранних предикторов развития инфекций дыхательных и моче-Health Stroke Scale (NIHSS) и об�ем очага инфаркта мозга. Для выявления ранних предикторов развития инфекций дыхательных и моче-Health Stroke Scale (NIHSS) и об�ем очага инфаркта мозга. Для выявления ранних предикторов развития инфекций дыхательных и моче-Stroke Scale (NIHSS) и об�ем очага инфаркта мозга. Для выявления ранних предикторов развития инфекций дыхательных и моче-Stroke Scale (NIHSS) и об�ем очага инфаркта мозга. Для выявления ранних предикторов развития инфекций дыхательных и моче-Scale (NIHSS) и об�ем очага инфаркта мозга. Для выявления ранних предикторов развития инфекций дыхательных и моче-Scale (NIHSS) и об�ем очага инфаркта мозга. Для выявления ранних предикторов развития инфекций дыхательных и моче-(NIHSS) и об�ем очага инфаркта мозга. Для выявления ранних предикторов развития инфекций дыхательных и моче-NIHSS) и об�ем очага инфаркта мозга. Для выявления ранних предикторов развития инфекций дыхательных и моче-) и об�ем очага инфаркта мозга. Для выявления ранних предикторов развития инфекций дыхательных и моче-выводящих путей после инсульта мы использовали многофакторный регрессионный логистический анализ. Результаты. Основным факто-ром, определяющим развитие лимфоцитопении, в основном за счет натуральных киллеров (НК), в 1-й и 4-й дни после инсульта, был об�ем инфаркта. В частности, после инсульта произошло снижение числа НК. Число моноцитов после ишемии увеличилось, однако, вместе с этим наблюдалось значительное снижение их активности, главным образом, после обширных инфарктов. Результаты однофакторных анализов свидетельствуют о том, что определяющими факторами развития инфекций являются уменьшение числа T-хелперов, снижение экспрессии моноцитарного HLA-DR и продукции ФНО-α моноцитами in vitro. Однако только об�ем инфаркта был независимым ранним предиктором развития инфекций дыхательных путей (отношение шансов -1,03; доверительный интервал от 1,01 до 1,04). Выводы. Об�ем инфаркта определяет степень выраженности лимфоцитопении и нарушения функции моноцитов; именно он является главным предиктором разви-тия последующих инфекционных осложнений.
Ключевые слова: инсульт (stroke), ишемия головного мозга (brain ischemia), иммунная система (immune system), лейкоциты (leukocytes), мононуклеары (mononuclear)
nМАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ Все этапы исследования выполняли только после получения информированного согласия пациентов в соответствии с протоколом, утвержденным незави-симым локальным этическим комитетом медицин-ского факультета Хайдельбергского Университета. В исследовании приняли участие 50 пациентов с ост-рым ИИ, развившимся в течение 12 часов до включе-ния их в исследование. Контрольную группу (n=40) составили пациенты, которым было рекомендовано оперативное вмешательство по поводу катаракты, и не имевшие в анамнезе указаний на перенесенные инсульт, инфаркт миокарда или заболевания перифе-рических артерий. Пациентов с клиническими призна-ками инфекционного заболевания при поступлении, малым инсультом (оценка по шкале �IH менее 3 бал-лов) и известными заболеваниями иммунной системы из исследования исключали. Клинический диагноз ИИ подтверждали с помощью методов нейровизуали-зации -компьютерной (КТ) или магнитно-резонан-сной томографии (МРТ). Взятие крови осуществляли при поступлении (среднее время после появления первых симптомов инсульта -6,5 часов; стандарт-ное отклонение [СО]=0,7 часа), в 1-й день от начала инсульта (28,7±1,1 часа) и на 4-й день (105±3,4 часа). В течение 24-36 часов после поступления пациентам выполняли КТ (n=33) или МРТ (n=17). В стационаре диагноз инфекционного заболевания выставляли при наличии следующих двух критериев: (1) характерных для инфекционного заболевания клинических симп-томов, лабораторных признаков или данных лучевых методов исследования (например, симптомов инфек-ции мочевыводящих путей, продуктивном кашле, плевральной боли, одышки, тахипноэ, лихорадки, роста патогенных микроорганизмов на питательной среде, лейкопении -менее 4х10 9 /л или лейкоцито-за -более 12х10 9 /л, инфильтрата на рентгенограмме грудной клетки); (2) содержания C-реактивного белка в сыворотке крови менее 50 мг/мл.
Мультиспиральную КТ выполняли на томогра-фе Somatom-16 (Siemens Medical Systems), МРТ -на аппарате с напряженностью магнитного поля 1,5 Тл или 3 Тл (MR-Symphony, MR-TRIO, Siemens Medical Systems). КТ или МРТ в течение 24-36 часов мы выполняли с целью измерения объема очага ишемического повреждения (программа OSIRIS 4.19, University Hospital Geneva)., Была вычислена меди-ана объемов очагов инфарктов (36,9 мл) в качестве порогового значения для разделения всех пациентов на 2 группы в зависимости от объема очага ИИ.
Содержание различных субпопуляций лейкоцитов определяли, используя стандартный метод -подсчет лейкоцитарной формулы. Субпопуляции лимфоцитов оценивали методом клеточного сортинга с активи-рованной флуоресценцией на аппарате FACScalibur (Becton Dickinson) с использованием трехцветного анализатора с гейтированием по CD45 [14] со следу-ющими антителами: CD3-FITC, CD4-PE, CD8-PE, CD19-PE, CD-56-PE, CD45PE-Cy5 (Becton Dickinson).
Абсолютное число клеток различных субпопуляций лимфоцитов мы подсчитывали путем умножения полученных относительных величин на абсолютное число лимфоцитов. Количественную оценку уровня экспрессии HLA-DR проводили с помощью набо-ра QuantiBRITE Anti-HLA-DR-PE/Anti-MonocytePerCPCy 5.5 в соответствии с инструкцией изготовите-ля (Becton Dickinson). Стимуляцию моноцитов in vitro выполняли на цельной крови в первые 2 часа после ее взятия с использованием раствора высокоочищенного липополисахарида бактерии Salmonella Minnesota с кон-центрацией 100 нг/мл (HL63, S-форма, получена от U. Seydel, Borstel) в течение 24 часов при температуре 37˚C и в атмосфере с содержанием 5% СО 2 . Уровень секре-ции ФНО-α измеряли в бесклеточном супернатанте с помощью фермент-связанного иммуносорбентного анализа (ELISA) (OptEIA, BD Pharmingen).
Статистический анализ выполняли с помощью про-граммного обеспечения SPSS 17.0, Stata 9 и MATLAB 7.0 для Windows. Данные о содержании различных субпопуляций лейкоцитов и об уровне экспрессии HLA-DR в разные моменты времени были проана-лизированы с использованием общих линейных моделей. Сначала вычислили общую F-статистику, в т. ч. оценили основные эффекты и взаимодейст-вия. Статистически значимыми считались значения двустороннего p<0,05. Был проведен post hoc анализ основных и простых основных эффектов только для статистически значимых основных взаимодействий с использованием поправок при множественном срав-нении (поправка Бонферрони, Даннета T3) в случае необходимости, в зависимости от однородности дис-персии в группе. Для определения прогностических факторов развития инфекционных осложнений мы использовали многофакторную логистическую регрес-сию. Отбор параметров был проведен методом поша-гового "вперед/назад" анализа. Мы выбрали следую-щие коварианты: содержание T-лимфоцитов, отно-сительное число лимфоцитов и абсолютный уровень экспрессии HLA-DR на моноцитах в 1-й день после инсульта, оценка по шкале �IH при поступлении, объем очага инфаркта, сторона поражения головного мозга, локализация инфаркта (кортикальный/субкор-тикальный), возраст и пол. Возраст и пол необходимо было оставить в конечной модели. Отношения шансов (ОШ) для таких ковариантов, как оценка по шкале �IH и объем очага инфаркта, мы рассчитали для числа баллов и объема в мл соответственно. nРЕзУЛьТАТЫ ПАЦИЕНТЫ В исследовании приняли участие 50 пациентов с ост-рым ИИ. У 17 пациентов был инсульт в бассейне левой средней мозговой артерии, у 23 -в бассейне правой средней мозговой артерии, у 2 -обширный инсульт в бассейне левой передней мозговой артерии, у 2 -обширный инсульт в бассейне правой передней мозговой артерии, у 1 был инсульт в бассейне левой передней мозговой артерии и у 5 -ИИ в вертеб-рально-базилярном бассейне. Согласно критериям TOAST, причинами инсульта у пациентов, принявших участие в исследовании, были кардиогенная эмболия (50%), атеросклероз крупных артерий (14%), расслое-ние стенки артерии (6%), неизвестная причина (30%). Характеристики пациентов представлены в таблице.
Динамика содержания различных видов лейкоцитов и лимфоцитов после ишемического инсульта
У пациентов с ИИ содержание нейтрофилов при поступлении и в 1-й день после инсульта было выше, чем в контрольной группе (рис. 1А). Статистически значимых изменений в числе лимфоцитов после инсульта при сравнении результатов между группами, а также в рамках основной группы не выявили (рис. 1Б). Различий в содержании моноцитов между группами пациентов также не выявили. Однако у пациентов с ИИ содержание моноцитов в 1-й и 4-й дни после инсульта было выше, чем в момент поступления (рис. 1В). У паци-ентов с ИИ содержание базофилов в 1-й день после инсульта было ниже, чем у пациентов контрольной груп-пы (рис. 1Г). Статистически значимых изменений числа эозинофилов и тромбоцитов после инсульта не было (рис. 1Д и 1Е). Среднее содержание различных субпо-пуляций лейкоцитов (во всех анализах) в контрольной и основной группах не выходило за пределы нормы.
При сравнении числа клеток из разных субпопуля-ций лимфоцитов между группами выявили статис-тически значимые различия лишь в отношении НК; при этом снижение содержания этих клеток про-изошло в 1-й и 4-й дни от начала инсульта (рис. 2Б). Статистически значимых различий в содержании клеток среди участников основной группы не наблю-далось. Однако мы отметили общую тенденцию к снижению уровня субпопуляций лимфоцитов, осо-бенно в 1-й день после инсульта. Среднее содержание разных субпопуляций лимфоцитов (во всех анализах) у пациентов контрольной и основной групп не выхо-дило за пределы нормы.
Тяжесть инсульта как фактор изменения числа раз-личных субпопуляций лейкоцитов и развития инфекци-онных осложнений
За время нахождения в стационаре (6 дней, меж-квартильный размах [МКР] от 4 до 11 дней) инфек-ции дыхательных путей развились у 36% пациентов, а инфекции мочевыводящих путей -у 14% пациен-тов. У пациентов с инфекционными осложнениями исходная оценка по шкале �IH была выше (16 баллов при МКР от 13 до 19 баллов по сравнению с 8 баллами при МКР от 5 до 13 баллов), а объем очага инфаркта мозга -больше (152,3 мл, СО=116,7) по сравнению Поскольку, по нашим данным, объем очага инфарк-та был наиболее достоверным ранним предиктором развития инфекций дыхательных путей, мы изучили влияние изменений объема очага инфаркта на содер-жание различных субпопуляций лейкоцитов. В зави-симости от объема (маленький или большой) очага инфаркта мозга всех участников исследования мы разделили на группы, используя для этого в качест-ве порогового значения медиану объема инфаркта (чувствительность 82% и специфичность 79% при прогнозировании развития инфекционных осложне-ний; дополнительный рис. IB см. on-line).
В отличие от пациентов с небольшим объемом очага инфаркта, у пациентов с большим объемом инфаркта рост числа нейтрофилов в 1-й день после инсульта был более значительным и сохранялся до 4-го дня. Кроме того, содержание нейтрофилов у пациентов с большим объемом инфаркта нарастало от момента поступления в клинику до первого дня после инсульта, а средние зна-чения превышали верхнюю границу нормы (рис. 3А). Содержание моноцитов не зависело от объема инфарк-та (рис. 3Б). У пациентов с большим объемом инфаркта содержание лимфоцитов в 1-й и 4-й дни после инсуль-та (рис. 3В), B-лимфоцитов при поступлении и на 4-й день после инсульта (рис. 3Г) и T-лимфоцитов на 4-й день после инсульта (рис. 3Д) было меньшим по сравнению с пациентами, имеющими очаг инфар-кта мозга маленького объема. Значительное снижение уровня НК в 1-й и 4-й дни после инсульта (рис. 3Е) было более выражено у пациентов с инфарктом боль-шого объема. Однако эти данные статистически недос-товерны, возможно, в силу отсутствия достаточной статистической мощности исследования (основные зависимости представлены на рис. 2Б).
Рисунок 1. Число лейкоцитов различных субпопуляций у пациентов основной (темные столбики) и контрольной (светлые столбики) групп. Содержание нейтрофилов было высоким при поступлении и в 1-й день после инсульта (А). Различий в общем числе лимфоцитов у паци-ентов обеих групп не наблюдалось (Б). Различий в содержании моноцитов также не было, однако их число у пациентов основной группы возрастало с течением времени (В). Содержание базофилов в 1-й день после инсульта снизилось (Г). Изменения числа эозинофилов и тромбоцитов не наблюдалось (Д и Е). Столбиками обозначено среднее содержание/нл крови ± СО. Статистически значимые различия отмечены пересекающимися линиями (p<0,05). Границы нормы для местной лаборатории отмечены пунктирными линиями.
Увеличение содержания моноцитов после инсульта и снижение их активности
Несмотря на возрастание численности моноцитов после инсульта, их активность, по результатам оценки экспрессии HLA-DR, снизилась. По сравнению с паци-ентами контрольной группы, у пациентов с большим объемом инфаркта и, в меньшей степени, у пациентов с небольшим объемом инфаркта, экспрессия HLA-DR в течение 4 дней после инсульта постепенно снижалась (рис. 4А). Экспрессия HLA-DR на 4-й день у пациентов с большим объемом инфаркта была значительно ниже, чем на момент поступления. Кроме того, у пациентов с большим объемом очага инфаркта в 1-й и на 4-й дни после инсульта уровни экспрессии были ниже, чем у пациентов с небольшим объемом очага инфаркта. При анализе взаимосвязи между экспрессией HLA-DR и временем, прошедшим от начала заболевания, мы обнаружили резкое снижение уровня экспрессии, особенно у пациентов с большим объемом инфаркта (рис. 4Б). Для определения влияния снижения уровня экспрессии HLA-DR на риск развития инфекционных осложнений мы выполнили анализ рабочей характе-ристической кривой, предполагающий более точную классификацию инфекционных осложнений (чувстви-тельность 86%, специфичность 83%), при этом исполь-зовали 9000 молекул HLA-DR на моноците, а временнóе окно от появления первых симптомов инсульта расши-рили до 24 часов (рис. 4В). Критерием снижения актив-ности моноцитов было снижение синтеза ФНО-α in vitro под воздействием липополисахарида в течение первых 4 дней после инсульта (рис. 4Г). Кроме того, у пациен-тов с большим объемом очага инсульта высвобождение ФНО-α на 4-й день после инсульта было ниже, чем у пациентов с небольшим объемом очага.
nОБсУЖДЕНИЕ
Результаты ранее проведенных исследований с учас-тием людей свидетельствуют о том, что после острого ИИ в организме человека развивается иммуносупрес-сия, которая преимущественно проявляется в измене-нии содержания лимфоцитов, в виде нарушений функ-ций T-лимфоцитов и снижении активности моно-цитов [6-8, 12, 13] . Кроме того, было показано, что иммунологические показатели, такие как снижение продукции ФНО-α под воздействием липополисаха-рида in vitro на момент поступления пациента в стаци-онар [6] , уменьшение относительного числа лимфо-цитов и T-лимфоцитов в 1-й день после инсульта [7] и снижение уровня экспрессии HLA-DR на моноцитах в 1-й день после инсульта [13] были независимыми предикторами развития инфекционных осложнений.
Однако в нашем исследовании статистически зна-чимого уменьшения общего содержания лимфоцитов после инсульта не наблюдалось. Тем не менее, после внесения поправок на возраст, пол и время взятия [20] отмечены пунктирными линиями. образцов крови (данные не представлены) мы обна-ружили, что содержание лимфоцитов было обратно пропорционально объему очага инфаркта мозга, опре-деленному по данным КТ/МРТ, выполненных через 24-36 часов от начала инсульта. В подтверждение этому, после разделения пациентов на 2 группы в зави-симости от объема очага инфаркта мы установили, что у пациентов с большим объемом очага инфаркта в 1-й и 4-й дни после инсульта наблюдалось снижение уров-ня содержания лимфоцитов, а также снижение уровня T-лимфоцитов на 4-й день. Таким образом, получен-ные результаты достоверно подтверждают тот факт, что число лимфоцитов обратно пропорционально объему очага инфаркта. Однако наши выводы расходятся с дан-ными предыдущих исследований (например, с данными о том, что число T-лимфоцитов не имеет обратной связи с объемом очага инфаркта мозга) [7] . Отсутствие лим-фоцитопении после инсульта в нашем исследовании может быть связано с тем, что у большинства пациентов объемы инфарктов были небольшими. Однако медиа-на объема инфаркта (36,9 мл) соответствует пределам, определенным в качестве пороговых значений в ранее проведенных исследованиях (172 мл [7] , 20,5 мл [8] ).
Рисунок 2. Уровень субпопуляций лимфоцитов у пациентов основной (темные столбики) и контрольной (светлые столбики) групп. Число NK-клеток снизилось в 1-й день и 4-й дниьь после инсульта (Б). Для других субпопуляций лимфоцитов, а именно B-лимфоцитов (А), T-лимфоцитов (Г), Th-клеток (Д), цитотоксических T-лимфоцитов (Е) и NKT-клеток (В) отметили тенденцию к снижению их уровня, особенно в 1-й день после инсульта. Столбиками обозначено среднее содержание/нл крови ± СО. Статистически значимые различия отмечены пересекающимися линиями (p<0,05). Границы нормы
Таким образом, полученные результаты позволяют предположить, что среди других критериев (напри-мер, тяжести инсульта) объем инфаркта является единственным фактором, который влияет на разви-тие лимфоцитопении после инсульта. А локализация очага инфаркта (правое или левое полушарие боль-шого мозга, кортикальный или субкортикальный) не является независимым фактором, влияющим на изменение содержания лимфоцитов, что согла-суется с данными недавно опубликованного экспе-риментального исследования [16] . Другой причиной отсутствия лимфоцитопении у участников нашего исследования является относительно низкий уро-вень содержания лимфоцитов у пациентов контроль-ной группы (1,58х10 9 /л) по сравнению с другими данными других исследований (2х10 9 /нл) [7] . В отличие от предыдущих исследований [6] [7] [8] , в нашем исследовании мы не наблюдали снижения числа лимфоцитов при поступлении; что может быть обусловлено временем взятия крови (т. е. от времени взятия крови -отсроченного или раннего, зависит сте-пень выраженности лимфоцитопении). Средний про-межуток времени от момента начала инсульта до взятия (p<0,05) . Границы нормы [20] отмечены пунктирными линиями. крови составил 6,5 часов. В одном из исследований взя-тие крови у 72% пациентов проводили в первые 4 часа [8] . В двух других исследованиях точное время указано не было (менее 12 часов [7] , менее 22 часов [6] ).
В противовес данным других исследований [6, 7] , в нашем исследовании наиболее выраженным было уменьшение содержания НК, что соответствует данным доклинических исследований, согласно которым уменьшение числа НК являлось фак-тором риска развития септицемии у мышей [17] . Кроме того, в ранние сроки после инсульта ни у одного из пациентов мы не обнаружили снижения числа B-лимфоцитов [8] . Тем не менее, при пос-туплении и на 4-й день после инсульта содержа-ние B-лимфоцитов было обратно пропорционально объему очага инфаркта.
